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Sonde contenant un acide nucl§ique modifi§ et reconnais- 
sable par des anticorps sp£cifiques et utilisation de 
cette sonde pour ditecter et caractSriser une sequence 
d'ADN homologue 

L ' invention est relative el une sonde contenant 
un acide nucl§ique modifiS et reconnaissable par des 
anticorps sp6cifiques et & I'utilisation de cette sonde 
pour dStecter et caractSriser une sequence d'ADN homo- 
logue dans un §chantillon susceptible de le contenir. 
Plus particulifcrement 1" invention concerne une sonde 
modififie chimiquement de telle sorte qu'elle puisse, aprds 
hybridation avec la sequence d'ADN homologue recherch6e, 
§tre detectfie par des anticorps specif iques Si 1'Sgard de 
la sonde elle mgiae. 

II est connu que des ADN sont susceptibles de 
r6agir dans des conditions appropri£es avec des substances 
carcinog&nes, tales que le N-ac§toxy-N-2-ac€tylaminofluo- 
rfcne, pour former un produit susceptible d*§tre reconnU par 
des anticorps form€s,d'une part, centre le N-2 (guanosine- 
8-yl)-ac§tylaminofluordne et,d' autre part contre les m&nes 
ADN modifies par le N-ac§toxy-N-2-ac6tylaminof luor&ne. 
Ces techniques ont notamment 6t6 dScrites dans un article 
de Gilbert de MURCIA et collaborateurs intitule "Visuali- 
sation par microscopie §lectronique des sites de fixation 
du N-ac6toxy-N-2-ac§tylaminofluorSne sur un ADN de CblE 1 
au moyen d f anticorps sp§cifiques n (Proc.Natl. Acad.Sci USA, 
tome 76;n° 12, 6 076 - 6 080 Dec. 1979)" 

Dans les conditions d§crites par ces auteurs 
il est possible de modifier de 0,07 & 0,15 % des bases 
de 1 9 ADN traitfi par le N-ac§toxy-N-2-ac§tylaminof luorene, 
les points de fixation de cette dernifere substance chimique 
sur 1 'ADN pouvant ensuite §tre rep§r€s par microcospie 
eiectronique, apr§s reaction pr§alable de 1 1 ADN ainsi modi- 
fi£ avec des anticorps du genre sus-indiqu€ pr£alablement 
form£s chez le lapin, puis avec des anti-immunoglobu lines 
de lapins marquis a la ferritine. La technique d§crite 
permet par consequent de distinguer des ADN natifs sains 
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et des ADN ayant €t& soumis a 1' action de substances 
carcinogdnes. 

L ' invention repose sur la d§couverte que la 
modification d'une sequence d' ADN par le N-ac£taxy -N-2- 
5 ac§tylaminofluorfcne n f alt£rait pas, aprds d§naturation pr§- 
alable de cet ADN modifi6, sa capacit§ de s'hybrider avec 
une sequence compl&nentaire d f ADN ne portant pas de tels 
groupe s de modification , lorsque ces sequences sont pla- 
cSes dans des conditions peuhettant^ une telle hybridation. 
10 L'inrention tire profit de cette dScouverte pour proposer 
un proc£d§ perfection^ de detection de la pr§sence 6ven- 
tuelle et de la caract §risat ion d'une s§quence ou d'un 
fragment d§termin§ d'aclde nucl§ique, notamment d f un gSne 
' aU sein d'une composition susceptible de le fcontenir. 
15 "•■ Le proc6d€ selon 1* invention est caract6ris€ 

en ce que 1 'on met en contact avec la composition pr€sum§e 
contenir une sequence ou un f t&gment d§termin§ d'acide 
nucl§ique> une sonde contenarit un. acide riuclSique complS- 
mentaire susceptible de s'hybrider avec la sequence d'acide 
20 nucl§ique ou le gSne recherche, la sonde gtant plus parti- 
culidrement caract€ris€e en ce qu'elle porte au noins un groupe 
N-2 ac^tylamlnofluor^ne f 1x6 de fason covalente a au moins I'une 
des bases de cette sonde, i^Sventuelle presence de la 
sequence d'acide nuclSique ou de gSne recherchS Stant 
25 ensuite r§v§lable par action d'anticorps efficacffii vis-a- 
vis de la N-2- ( guanosine — 8-yl>ac§tylaminofluor§ne ou pr€a- 
lablement pr§par§s vis-a-vis de la sonde portant des rSsidus 
d'acgtylaminqfluorSne {ci-aprfcs d6nomm§s DNA-AAP) . 

30 II va de soi que le proc§d§ revendigu§ dans le 

cadre de la pr^sente demande s'§tend 3 1* utilisation de 
tout autre groupe chiraique fixable sur un ADN dans les 
conditions d§crites par de MURCIA et coll. 

Naturellement, il va de soi que le DNA-AAP 

35 utilis§ comme sonde est mis en presence de I'ADN a Studier dans 
des conditions permettant le r€appariment de sequences 
compl&nentaires, ce qui implique naturellement une d§natura- 
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tion prealable dans des conditions bien connues des ADN sus- 
ceptibles de s'hybrider mutuellement. 

Apres hybridation, 1*ADN-AAF non hybrids - 
de facon specifique est de preference elimine par rincage 
avant que 1' on ne precede a la detection des.hybrides 
formes, notamment par leur mise en presence avec des anti- 
corps ant i-DNA-AAF,oui peuvent aiors se fixer sur la 
sonde a la fois modif iee et hybridee avec la sequence 
d'ADN recherchee,lorsque celle-ci etait presente dans la : 

composition utilisee. 

Apres rincage des anticorps excedentaires encore 
presents, les anticorps fixes peuvent etre,. soit precipites 

soit reveles. 

De preference, la revelation est faite au moyen 

d'un anticorps anti DNA-AAF, avantageusement marque 
par une enzyme dont on peut ensuite detecter ou doser 
l'activite vis-a-vis d'un substrat specif ique. Avantageusenent 
on utillsera celles des enzymes qui sont susceptibles d'in- 
duire une reaction colorfee au niveau des substrats corres- 
pondants. 

La revelation a l'aide d' enzymes donnant des 
reactions colorees est tres rapide. 

La methode est tres sensible, surtout si on 
utilise des systemes amplificateurs (chapelets, arbres 
ou boules d' anticorps associes a des enzymes) , de sorte 
qu'elle permette de localiser des genes apres hybridation 
in situ sur des chromosomes, par exemple dans le cas de 

diagnostics prenatals . 

La methode peut etre quantitative, par. mesure 

de 1' intensity de la coloration. 

Des caracteristiques supplementaires de 
1- invention apparaltront encore au cours de la descrip- 
tion qui suit d'un exemple type de mise en oeuvre du 
procede selon 1' invention. 
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On a fait usage des mati&res et mSthodes suivantes : 
Leg A D N : 

. - ADN de phage pBR 322 portant une sequence* de 
gfcne de ribosome de hamsterde 6,6; kb insSr^e au site EcoRI 

5 (cl6ne PWE 6) 

- ADN distinct de phage X 57 comme r t§moin nSgatif. 

L'A D N trait§ a l'A A F (DNA-AAF) 

De l'ADN du cl6ne PWE 6. a §t§ Iin6aris6 (par 1» en- 
zyme de restriction Sal I) et trait§ a l'AAF selon la 
.0 technique. d§crite par G. de MURCIA et al. (PNAS vol. 76 
N° 12 p. 6 076 - 6 080 .1979) . Le nombre des guanines mo- 
difies a §t€ estim§ § 2% du nombre de paires de bases 
par mesure de la density optique a 305 rim et 260 ran. * 

Les anticorps : 

15 ■ _ s §rum DNA-AAF obtenu par immunisation d'un lapin 

- anticorps anti Guo-AAF de lapin puri£i§ sur 
colonne d'affinit§, 

- anticorps de chfcvre anti IgG de lapin liSs a de 

la' peroxydase. ' • 

20 Les anticorps ont St§ bbtenus dans les conditions 

dicrites dans 1' article susdit. 

Essai de detection du DNA-AAF 

Des quantit§s variables de DNA-AAF ont 6tS d€po- 
s6es sur des filtr.es de nitrocellulose (Schleicher et 
25 Schttll, type BA-85) de 5 mm de diamStre*. 

t'ADN a pr§alableraent ft* dilu6 dans une solution 
2 x SSC et d§natur€ a l00°C f pendant 5 minutes. 

Apr&s d§p6t, les membranes ont StS mises au four a 
80?C pendant 2 heures. 
30 Les membranes ont ensuite §t6 trait§es avec une 

solution 3% albumine bovine (SIGMA ref. A. 7688) r ..l" SSC , 
a 40°C pendant une heure; puis ineub§es .30 minutes a 
temp§rature ambiante dans la m§me solution en presence 
d' anticorps an ti -DNA-AAF ou anti-Guo-AAF de l^pin a 

35 2. /ug'ml final, / 

AprSs incubation, les membranes ont 6t§ lav§es? 
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7 fois avec du PBS, 3 temperature ambiante, puis mises 
a incuber 30 minutes dans une solution 3% albumine bovine, 
1 SSC contenant des anticorps de ch§vre anti IgG de lapin 
li6s d de la peroxydase a 2 /ig/ml final. 

Aprfcs lavage 7 fois avec du PBS, la reaction 
colorSe a 6t§ faite par addition de la solution suivante, 
pr^parfie extemporan&nent : 

- 2 mg de 3-amino 9 Sthylcarbazol (SIGMA ref • 

A 5754) dissous dans 0 f 5 ml de N-N' dimethyl forroamide, 

- 9,5 ml de tampon acetate ac§tique 0,05 M pH 5,1, 

- 10 /il d'H 2 0 2 (Merk ref. 7209) 

Test d' hybridation avec du DNA-AAF utilise comme sonde . 
D§p6t de quant it§s variables de DNA PWE 6 : 

1) 100 . ng 

2) 10 ™J 

3) 1 

4) 100 pg 

Aprfcs d§p6t, les f litres stent mis a 80*C pendant 
2 heures, puis pr6hybrid6s 4 heures 3 68°C dans une 
solution 6 x SSC et 10 x Denhardt, 
( 1 x Denhardt contenant : 

0,02% de Polyvinyl pyrollidone,, 

0,02% du r§actif commercialism sous la 
designation FICOLLE 400 oar la 
Soci£t ^Pharmacia fine Cfiemicals". 

0,02% d 1 albumine bovine ). 

lis sont ensuite hybrid€s dans une solution 

2 x SSC 1 x Denhardt en presence de 200 Ail par membrane de solution 

de DNA-AAF prSalablement d§natur§ contenant respectivement : 

10 ng/ml final 

1 ng/ml final et 

100 pg/ml final 

AprSs hybridation, les filtres ont §t§ iav€s 
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puis incub§s pendant 1 heure & 40 °C dans une solution 
contenant 3% d'albumine" a 1 xSSC . La suite des operations 
a §t§ faite comme pr§c§demment (mise en presence avec des 
anticorps anti-DNA-AAF ou anti Guo-AAF, lavage PBS, 
5 anticorps + peroxydase, lavage PBS et revelation) . 

Apr&s revelation on observe des taches color§es 
dont 1' intensity (plus forte pour les concentrations 
eievees, plus faible pour des concentrations basses d'ADN) 
depend de la quantity d'ADN hybrids. 
10 La methode de detection sus-indiquSe a conduit a 

des r§sultats entifcremerit n§gatifs au terme d'essais 
. d'hybridation realises entre le temoin negatif (utilise 
en des quaritites atteignant jusqu f & 90 nanogrammes) et 
le DN A- AAF! • 

15 L 1 invention ne se limite evidemment pas aux modes 

de realisation decrits ci-dessus a titre d'exemples et 
l'homme de I'art peut y apporter des modifications sans 
pour autant sortir du cadre des revendications ci-aprfcs. 
Au titre des variantes utilisabies au niveau de la 

20 detection des hybrides formes avec la sonde seloh 1' in- 
vention/ on citera : 

- la revelation des hybrides formes par la radio- 

activite, par exemple grSce a l'utilisation d'anticorps 
anti-DNA-AAF 'rendu s radioactifs par de l'iode 125 ou 
25 131 ou de proteine A radioactive, qui va se fixer sur 
les anticorps , 

Enfin, au titre des variantes d f applications 
possibles, on citera l 1 application de la sonde selon 
1' invention a. la purification d'un ADN compiementaire 
30 contenu dans une composition initiale, notamraent au moyen 
• de proteine A associee S un support soiide . (par 
exemple constitue debilles d f agarose), 

- d' anticorps precipitantsassocies ou non a un 
support* soiide (billes d 1 agarose,, de latex, etc), 
35 pour assurer la precipitation selective de I'hybride 
forme . 

Enfin fait partie des modifications restant dans le 
cadre de3 revendications la substitution possible de 
l'AAF par toute molecule equivalent e carcinogdne ou ana- 
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logue susceptible de se fixer dans les memes conditions 
sur certaines au moins des bases deB nucleotides dont est 
constitute la sonde. 
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' REVENDICATIONS ' 

1 - Proc§d§ de detection de la pfSsence d'une sequence 
d'acide nuci§ique telle qu' un gfcne ou fragment de g&ne dans 
une composition ou Schantillon prgsumfi la contenir, 
caract§ris§ en ce que l'on met en contact cette composi- 

5 tion avec uie sonde contenant un acide . nucl§ique compl§men- 

- taire de la sequence d'acide nucl§ique ou du gSne recher- 
che dans des conditions permettant notanooent cette hybri- 
dation, ladite sonde portant au moins un groupe N-2- 
ac§tylamihofluor§ne fix€ de fagon covalente I au moins 

0 I'une des bases de cette sonde, l'gventuelle presence de 
la sequence d'acide nucl§ique ou de gSne recherche 6tant 
ensuite r§v§iable par action d'anticorps efficaces vis- 
a-vis de la N-2-(guanosine-8-yl) -acS.tylaminof luorSne ou 
prSalablement prSparfe vis-a-vis de la sonde portant des 

5 rSsidus d'ac§tylaminof luorfene. 

2 - Procedg selon la revindication 1 comprenant en 
outre la separation de l'hybride form§, en vue de la pu- 
rification de ladite sequence d'acide nuclSique, notam- 

. ment par precipitation; 



